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Zusammenfassung 



PURPOSE:To obtain the subject amino acid useful as a raw material for sweetener, pharmaceuticals, 
etc.. on an industrial scale at a low cost by treating a fermentation liquid containing L-phenylalanine 
and L-tyrosine, etc., with a cultured product of a microorganism having beta-tyrosinase activity, etc., 
and separating the product. 

CONSTITUTION:L-phenylalanine having high purity Is produced in high efficiency by treating an L- 
phenylalanlne femnentation liquid containing by-produced oriBmaining L-tyrosine or a liquid obtained 
from the separation process, e.g. a culture liquid of an L-phenylalanlne-producing strain (e.g. 
Brevlbacterium lactofermentum ATCC 21420) with a microorganism having beta-tyrosinase activity 
(e.g. Erwinia herbicola ATCC 21433), microbial cell separated from the cultured product or treated 
microbial cell to effect the decomposition of L-tyrosine and separating and purifying L-phenylalanine 
by conventional method such as concentration, solvent extraction and ionexchange resin treatment. 
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54. Titel der Erfindung: 

Verf ahren zur Herstellung von L-Phenylalanizx 

57. ZUSAMMENFASSUNG: 

Aufbau: Verf ahren zur Herstellung von L-Phenylalanin, dadurch 
gekennzeichnet , dass auf eine Fermentationslosung oder eine 
Isolatlosung, in der L-Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam 
vorhanden sind, eine Kultur von Mikroorganismen, die 3- 
Tyrosinaseaktivitat haben, Mikroorganismenkorper, die von dieser 
Kultur abgetrennt worden sind, oder behandelte 
Mikroorganismenkorper einwirken gelassen werden und L~Tyrosin 
abgebaut wird, wonach L-Phenylalanin abgetrennt wird. 
Wirkung: Mit der vorliegendeh Erfindung ist es moglich, L-Tyrosin 
leicht aus L-Phenylalanin-Fermentationslosungen, in denen L- 
Tyrosin als . Nebenprodukt oder als Rest vorhanden ist, oder aus 
Isolatlosungen davon zu entfernen und hochreines L-Phenylalanin 
effizient zu isolieren. 

PATENTANSPRUCHE : 
1. Verf ahren zur Herstellung von L-Phenylalanin, dadurch 
gekennzeichnet , dass auf eine FermentationslSsung oder eine 
Isolatlosung, in der L-Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinscun 
vorhanden sind, eine Kultur von Mikroorganismen, die 
Tyrosinaseaktivitat haben, Mikroorganismenkorper, die von dieser 
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Kultur abgetrennt worden sind, oder behandelte 
Mikroorganismenkorper einwirken gelassen werden und L-Tyrosin 
abgebaut wird, wonach L-Phenylalanin abgetrennt wird. 

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG: 
[0001] Gebiet der gewerblichen Anwendung ; 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur 
Herstellung von L-Phenylalanin. L-Phenylalanin wird als 
pharmazeutische Aminosaure oder als Ausgangsmaterial f Ur den 
Stifistoff L-Aspartyl-L-Phenylalaninmethylester. verwendet. 
[0002] Stand der Technik ; 

Als Verfahren zur Herstellung von L-Phenylalanin sind schon 
langer Verfahren bekannt (siehe geprufte Verof f entlichung Nr. JP 
37-6345, geprufte Verof f entlichung Nr. JP 51-28712, geprufte 
Verof f entlichung Nr..JP 2-4276, ungeprufte 'Verof f entlichung Nr. 
JP 60-66984), die auf Fennentationsverf ahren unter Verwendung von 
gegen Phenylalaninanalog oder Tyrosinanalog resistenten 
Varianten, Varianten, die Tyros in brauchen, durch Gentechnik 
gezuchteten Bakterien etc. basieren, die zu den Familien der 
Brevibakterien, Corynebakterien, Arthrobacter, Bacillus oder 
Escherichia gehoren. Bei diesen Verfahren ist neben dem 
Hauptprodukt L-Phenylalanin in der Fermentations 15sung auch L- 
Tyrosin als Nebenprodukt oder als Rest vorhanden, wodurch sich 
das Problem ergibt, dass hochreines L-Phenylalanin nur schwer mit 
hoher Ausbeute zu isolieren ist. 

[0003] Aufgaben, die durch die vorliegende Erfindung gelost 

werden so lien : 

Das Ziel der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren 
zur Verfiigung zu stellen, mit dem hochreines L-Phenylalanin aus 
einer Fermentationsl5sung oder einer IsolatlSsung, in der L- 
Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam vorhanden sind, einfach 
ispliert werden kann. 

[0004] Mittel zur Losung dieser Aufgaben : 

Um ein Verfahren zu entwickeln, mit dem hochreines L-Phenylalanin 
aus einer Fermentations losung oder einer Isolatlosung, in der L- 
Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam vorhanden sind, effizient 
isoliert werden kann, haben die Erfinder der vorliegenden 
Erfindung genaue Studien durchgefUhrt und kamen zu dem Ergebnis, 
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dass hochreines L-Phenylalanin erhalten warden und die isolierte 
Mange gesteigert warden kann, indem auf eine Farmantationslosung 
Oder eine Isolatlosung, in der L-Phenylalanin und L-Tyrosin 
gemeinsam vorhanden sind, eine Kultur von MIkroorganismen, die p-Tyrosinaseaktivitat 
haben, MikroorganismenkSrper, die von dieser Kultur abgetrennt 
worden sind, oder behandelte MikroorganismenkSrper einwirken 
gelassen werden und L-Tyrosin abgebaut wird, wonach L- 
Phenylalanin isoliert wird; auf Basis. dieser Erkenntnis konnte 
die vorliegende Erfindung gemacht werden. 

[0005] Denn mit der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren ziir 
Herstellung von L- Phenyl a lanin zur Verfiigung gestellt, das 
dadurch gekennzeichnet ist, dass auf eine Fermentationslosung 
Oder eine isolatlosung, in der L-Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam 
vorhanden sind, eine Kultur von Mikroorganismen, die p-Tyrosinaseaktivitat haben , 
Mikroorganismenkerper, die von dieser Kultur abgetrennt worden 
sind, Oder behandelte Mikroorganismenkorper einwirken gelassen 
werden und L-Tyrosin abgebaut wird, wonach L-Phenylalanin 
-abgetrennt wird. 

[0006] Die Fermentationslosung, liin die es in der vorliegenden 
Erfindung geht, kann jegliche Fermentationslosung sein/ in der L- 
Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam vorhanden sind; als konkrete 
Beispiele kSnnen Fermentationslosungen unter Verwendung von L- 
Phenylalanin produzierenden Bakterien wie im Folgenden angefuhrt 
genannt werden. 

Brevibacterium lactofermentum ATCC 21420. 

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 21421 

Arthrobacter protoformie ATCC 21422 

Escherichia coli AJ 11379 (FERM P-5043) 
[0007] Als Beispiele far die Isolatl5sung k5nnen welters 
Losungen, bei denien die Bakterien aus der o,g. 
Fermentationsl5sung entfernt worden sind, mit 

lonenaustauscherharz behandelte Losungen, konzentrierte Losungen, 
nach der Kristallisation wieder geloste Losungen etc. angefuhrt 
werden . 

[00081 FUr die bei der vorliegenden Erfindung verwendeten 
Mikroorganismen mit (J-TyrOSinaseaktlvitet gibt es keine besonderen 
Einschrankungen; als konkrete Beispiele konnen die folgenden 
auf gezShlt werden: 
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Erwinia h^rbicola ATCC 21433 

Citrobacter freundi (Escherichia intermedia) ATCC 6750 
Proteus mirabilis ATCC 15290 

Enterobacter cloacae (Aerobacter aerogenes) ATCC 7256 
Flavobacteritom flavescens (Alkaligenes fecalis) ATCC 8315 
[0009] Durch Kultivieren dieser Mikroorganismen in flussigem 
Kulturmedium kann eine Kultur von Mirkoorganismen mit (3- 
TyrOSinaseaktivitat erhalten werden. Als fliissiges Kulturmedium 
konnen beliebig ubliche naturliche oder synthetische Kulturmedien 
verwendet werden, die Kohlenstof f quellen, Stickstof fquellen, 
anorganische Salze und organische Nahrstoffe enthalten. 
[0010] Als Kohlenstof fquellen konnen Glukose, Firuktose, 
Saccharose, Mannose, Maltose, Mannit, Xylose, Galaktose, Starke, 
Sirup, Glycerin, Sorbit u.a. Zucker bder Zuckeralkohole, 
EssigsSure, ZitronenssLure, MilchsSure, FumarsSure, Maleinsaure 
u.a. organische S^uren, Methanol, Ethanol, Propanol, Butcinol u.a. 
Alkohole, andere FettsSuren, Kohlenwasserstof f e etc. als 
Hauptkohlenstof fquellen oder als Nebenkohlenstof fquellen 
verwendet werden; fur ihre Konzentration gibt es keine besonderen 
Eirlschrankungen, aber Ublicherweise sind 0,1 bis 10%, bezogen auf 
das Kulturmedium, geeignet. 

[0011] Als Stickstof fquellen konnen Ammoniumchlorid, 
Ammoniumsulfat, Ammoniumphosphat, Ammoniumnitrat, 

Ammoniumcarbonat , Ammoniumacetat u,a. verschiedenste anorganische 
oder organische Aramoniumsalze oder Harnstoff , Ammoniak, . 
Ammoniakgas etc. verwendet werden; auSerdem ist auch die 
Vierwendung von Maiseinweichf Itissigkeit (corn steep liquor) , 
Fleischextrakt, Pep ton, NZ-Amin, Eiweifihydrolysaten, T^inosSuren 
u.a. organischen Proteinsubstanzen etc. moglich. 
[0012] Als anorganische Salze konnen welters primares 
Kaliumphosphat, sekundares Kaliumphosphat , Magnesiumsulf at , 
Natriumchlorid, primares Eisensulfat, Mangansulf at , Zinksulfat, 
Kupf ersulf at, Calciumcarbonat etc. verwendet werden. Als 
organische NShrstoffe gibt es Aminos^uren, verschiedene Vitamine, 
organische Sauren, Fettsauren und andere proteinische Substanzen 
etc. Diese konnen nicht nur in ihrer reinen Form, sondern auch 
als naturliche Stoffe, die sie enthalten, verwendet werden, z.B. 
Fleischextrakt, Pepton, Hefeextrakt, Trockenhefe, 
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Maiseinweichfiassigkeit, Magermilchpulver , Chlorellaextrakt, mit 
Salzsaure hydrolysierte, entfette Sojabohnen, Mieki 
(Warenbezeichnung) , Extrakte und Abbauprodukte von Tieren und 
Pflanzen, Fischen und Meeresfriichten, Mikroorganismenk5rpern etc. 

[0013] p-Tyroslnase wind als passendes Enzym angesehen, und bei der Herstellung 
einer Kultur von Mikroorganlsmen, die p-Tyrosina^ haben, ist es 

notwendig, dass im Kulturmedium Tyrosin vorhanden ist. Daher gibt 
es keine Probleme, wenn von den dem Kulturmedixim zugesetzten 
Nahrsubstanzen geniigend Tyrosin dazukonunt, aber wenn dies nicht 
ausreicht, muss dem Kulturmedium Tyrosin zugesetzt werden. Das 
zugesetzte Tyrosin kann vom L-Typ, D-Typ oder DL-Typ sein, oder 
es konnen auch Salze von Tyrosin, Derivate etc. sein.. Die. Menge 
des zugesetzten Tyrosin variiert mehr oder weniger je nach den 
veirwendeten Mirkoorganismen, aber normalerweise liegt sie bei 
mindestens 0,01%, wobei etwa 0,1% bis 0,5% bevorzugt sind. 
AuSerdem ist es im Allgemeinen wirksam, dem Kulturmedium Vitamin B6 
zuzusetzen; urn die p-Tyrosinaseaktivitat zu erhahen, wobei dies dem 
Kulturmedium liblicherweise in einer Konzentration von mindestens 
5 mg/1 zugesetzt wird. 

[0014] Bei der Herstellung der in der vorliegenden Erfindung , 
verwendeten Kultur von Mikroorganismen, die p-Tyrosinaseaktjvitat 
haben, kann die Kultivierung nach der Sterilisation der o.g. 
Kulturmedien nach bekannten Verfahren durch Impfung mit 
Mikroorganismen erfolgen. Bei den Kulturbedingungen gibt es bei 
der Tempera tur zwar Unterschiede je nach den verwendeten 
Mikroorganismen, aber 15 bis AO^C sind geeignet, der pH sollte 
leicht sauer bis* leicht alkalisch gehalten werden, und es ist 
auch moglich, zum Einstellen des pH wahrend der Kultivierung 
sauren oder Basen zuzusetzen. Als Kulturverfahren konnen sowohl 
Kultivierung unter Schutteln als auch unter Ruhren mittels 
Gasdurchblasen eingesetzt werden; fiir die Kulturdauer gibt. es 
keine Einschrankungen, wobei jedoch 10 bis 72 Stunden 
Kultivierung geeignet sind. 

[0015] Die so erhaltene Kultur kann so wie sie ist auf L- 
Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam enthaltende 
Fermentationslosungen oder Isolatlosungen einwirken gelassen 
werden, es konnen auch die von der Kultur abgetrennten 
Mikroorganismen verwendet werden, oder es kdnnen, abgesehen von 
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Aceton-behandelten Bakterien oder verfestigten Bakterien, auch 
Losungen von zerkleinerten Bakterien, die durch Zermahlen, 
Selbstverdauung, Behandlung mit Schallwellen o.a. Verfahren 
erhalten wurden, oder behandelte Bakterienprodukte, die durch 
Zentrifugieren und Abtrennen, Aussalzen, 

L5sungsmittelprazipitation o.a. Verfahren erhalten wurden, 
einwirken gelassen werden. 

[0016] Dadurch, dass die so erhaltene, p-Tyrosinaseakdvitat aufweisende Kuitur 

von Mikroorganismen, Mikroorganismenkorpern, die von dieser 
Kuitur abgetrennt worden sind, oder Produkten von Behandlungen 
dieser Mikroorganismenkorper zu Fermentations losungen oder 
Isolatlosungen zugesetzt und einwirken gelassen werden, in denen 
L-Phenylalanin und L-Tyrosin gemeinsam vorhanden sind, kann L- 
Tyrosin enzymatisch abgebaut und entfernt werden. 
[0017] Als Bedingungen fur den enzymatischen Abbau sollten der pH 
auf 5 bis 10 und die Reaktionstemperatur auf 5 bis 60°C gehalten 
werden, die Reaktionszeit kann je nach Potenz der verwendeten p- 
Tyrosinase, der L-Tyrosinkonzentration der Fermentationslosuhg bzw. 
Isolatlosung etc. beliebig gew^hlt werden. 

[0018] Die Isolierung des L-Phenylalanin nach dem Abbau des L- 
Tyrosins kann durch Konzentration, Losungsextraktion, Behandlung . 
mit lonenaustauscherharz u.a. liblichen Verfahren erfolgen. 
[0019] Ausf Qhrungsbeispiele : 

Im Folgenden wird die vorliegende Erfindung anhand von 
Ausfuhrungsbeispielen noch detaillierter erlSutert. 
[00.20] AusfUhrungsbeispiel 1: . 

Nachdem 60 ml Kulturmedium mit der in Tabelle 1 angegebenen 
Zusaramensetzung in einen 500 ml Kolben gegeben und durch Erwarmen 
die Bakterien abgetotet worden waren, wurden die Bakterienk5rper 
von im vorhinein auf einem schragen Fleischsaf t-Agar-Agar-Medium 
bei 28^C 20 Stunden lang kultivierten Erwinia herbicola ATCC 
21433 auf Platin... [leider unleserlich; Anm. d. U.] geimpft und 
bei 27^0 20 Stunden lang unter Schiitteln kultiviert. 1 1 dieser 
Kuitur wurde zentrif ugiert , die Bakterien gesammelt, und die 
erhaltenen Bakterienkorper wurden als 3-Tyrosinaseaktivitat 
aufweisende Bakterienkorper genommen. 
[0021] Tabelle 1 
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Bestanateil 


Konzentration 


Glukose 


2 g/1 


primares Kaliumphosphat 


1 g/1 


Magnes iumsul f a t 


0,5 g/1 


Ftimarsaure 


7 g/1 


L-Tyrosin 


2 g/1 


Hefeextrakt 


10 g/1 


Fleischextrakt 


5 g/1 


Pyridoxin 


0,1 g/1 


PH 7,5 



[0022] Auf der anderen Seite wurden die L-Phenylalanin 
produzierenden Bakterien Brevibacterium lactof ermentum ATCC 21420 
auf ein KulturTnedium aus ebenen Agar-Agar-Platten (pH 7,0) mit 1% 
Hefeextrakt, 1% Pepton, 0,5% Kochsalz und 0,5% Glukose geimpft 
und bei 31°C 24 Stunden lang kultiviert. Dann wurde als 
Hauptkulturmedium zur Produktion von L-Phenylalanin das 
Kulturmedium mit der in Tabelle 2 angegebenen Zusammensetzung zu 
jeweils 20 ml in 500 ml Kolben gegeben, bei 110<>C 10 Minuten lang 
hitzesterilisiert, danach 5% Calciumcarbonat (gesondert 
sterilisiert) zugesetzt, und dann wurden darauf die vorher auf 
ebenen Agar-Agar-Platten kultivierten Bakterienkorper geimpft und 
bei 31,5°C 72 Stunden lang unter Schutteln kultiviert. Nach. . 
Beendigung der Kultivierung wurden aus 2 1 Fermentationslosung 
durch Zentrifugieren die Bakterienkorper abgetrennt und entfernt. 



[0023] Tabelle 2 
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Bestandteil 


Konzentration 


Glukose 


100 g/1 


Ammoniumsulfat 


30 g/1 ■ 


primares Kaliumphosphat 


1 g/1 


Magnes iumsul f a t 


0,4 g/1 


primSres Eisensulfat 


0,1 g/1 


Mangansulfat 


0,01 g/1 


Ammoniumacetat 


4 g/1 


L-Tyrosin 


0,4 g/1 


Biotin 


100 \ig/l 


Vitamin Bi 


100 iig/1 


hydrolysiertes Sojaprotein (als 
Gesamts ticks toff ) 


2 g/1 


pH 7,0 



[0024] Zu 1 1 dieser bakterienf rei gemachten Losung wurde die 
gesamte Menge der oben angegebenen/ P-TyrOSinaseaktivitat aufweisehden 
Bakterienkdrper von Erwinia herbicola ATCC 21433 zugesetzt, der 
pH auf 7,5 gebracht und bei 30^0 6 Stunden lang reagieren 
gelassen. 

[0025] Es wurden in dem Fall, in dem die p-Tyrosinaseaktivitat aufweisenden 

Bakterienk5rper auf 1 1 bakterienf reie Feniientationsl6sung 
einwirken gelassen wurden, und in dem Fall, in dem als Kontrolle 
auf 1 1 der gleichen bakterienf reien Fermentationslosung keine P- 
Tyroslnaseaktlvitat aufweisenden Bakterienkorper wirken gelassen 
wurden, jewel Is die Konzentrationen von L-Phenylalanin und L- 
Tyrosin gemessen. Welters wurden die einzelnen Losungen jeweils 
konzentriert und kristallisiert , dann wurden die Kristalle in 
reinem Wasser gelost und die Konzentration und Kristallisation 3 
Mai wiederholt, und es wurde der Gehalt an L-Phenylalanin und L- 
Tyrosin in den so erhaltenen Kristallen gemessen. Dabei wurden 
die in Tabelle 3 angegebenen Ergebnisse erhalten. 



[0026] Tabelle 3 
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Einwirkung von p-tyrosinase 






nein 


ja 


Konzentration 


L~Phenylalanin 


15,3 


15,3 


in der 


(g/1) 






bakterienfreien 


L-Tyrosin (g/1) 


0,25 


0 


Losung 








Gehalt in 


L-Phenylalanin (g) 


9,20 


9,52 


isolierten 








Kristallen 


L-Tyrosin (g) 


0,19 


0 



[0027] Hieraus ist ersichtiich, dass in dem Fall, in dem keine (5- 
Tyrosinaseaktivitat aufweisenden Bakterienkorper einwirken gelassen 
warden, in den erhaltenen Kristallen Reste von L-Tyrosin 
vorhanden sind, wahrend in dem Fall, in dem P-TyrOSlnaseaktivltat 
aufweisende Bakterienk5rper einwirken gelassen warden, das L- 
Tyrosin in der bakterienfreien Fermentationsl5sung abgebaut 
Worden ist und hochreine L-Phenylalaninkristalle erhalten werden 
konnten, die kein L-Tyrosin en thai ten. 
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[0003] 
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-A^. *^n-x> n^i; h-Xs fm. »a. ^^Uir 
ux v;vtfN-;i^ftif«:>»xii»7ik3-;v«, » 
^x>R, aR. 7t;i.». tw>»^o^WI 
S), ;t^y-;K x^y-;K :/D/ty-;p, y^y— 

0. 1-1 oag*tasT*«. 

[0 0 11] !S3»StUTr«fls7>Xt'5'A* 

so mmr>^=.0Jx. u>«7>«='>a* fli«r>*x 
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<3) 

3 

[0 0 12) ifc. si«ifi[«fcUTtt. v>m-ijv^ 

Wx+x, ^fb>. fil»x*x, 

tt±«a<*^©x4^X'^5^)ii«^*ifflVi^n 

oi%fii±T*o. 0, i5«ft:ViUo. sxmmimt, 
[0 0 1 41 ♦^^^-effifflts/s-^ns/^-'tfett^ 

leg* 5 ttT;p* U «iS«oj^4»Taairr s 21 1 1> 

[0 0 15J *KlxT»SnS»«b$-e©**L-7 
[0 0 16] COflHcLTftfc/J-^nS/^-tfgftft 59 



4fflii|t5-123178 

> t L - ^ a X >fixp^r^ %mwt 

[00 1 7] mm^<0^i^tVT}t. pH534i.it 1 

0, R/sss5>iv>L6 0'CT^-rn»i<t<, Rjm 

[0 0 18) 3*i<UTL-5^ni^>^fc5H»1ttJ&fcft<D 

(0 0 19) 
[0 0 2 0] 

[HJ&fll] iei{C^-rilfiJ$(D%l&6 0ml£5 0 0m 

ffi«ffl±T2 8t:, 2 o^ra««L)^x;nf-r • 'vA' 

tfn-^ ATCC 2 14 3 3<0««:«-6^Mga 
U 2 7t:T2 0^|8!Sa««U?5:. C«)«««|?fM I 

[002 1] 
[^1] 









2 g/1 




I 8/1 




0. 5 8/i 




7 z/\ 




2 g/1 




1 0 E/l 




5 e/\ 


ey K+S'V 


0. 1 8/1 



pH 7. 5 
[0 0 2 2] -:«r. L-7x-J^79X>5fejfi«-C*S 

:/n;/xirxui>A-^i'h7x;w>>^A atcc 

2 1 4 2 0^, »«X4^X1X, <:rh>15K, ft^ 
0. 5«, i^;Wn-X0. 5Xj&^^^5«3ei}2«»a 

(pH 7. 0) 3it:T2 4^ra^iiu 

fc. t?^iTL-7xXA'r^X>'4MfflOj£««»«t 
tr. ll2(r^tm^O««^5 0 0ml€rSiQ79X 
3fc2 0ml-fT35^aU 1 1 OrTl Oi>lBIlS«® 

ft, ^S*;Px»>jU5a6 owe®) siSiirUfcfeoDfr, 
9t<on^^imf^x^mhitm»^mmv. 31. st: 
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5 

(0023] 

m id mm 





1 0 0 






8 0 


«/i 




1 


«/i 




0. 


4 «/l 




0. 


1 «/I 




0. 


0 1 g/l 


imry^=^9^ 


4 


g/l 


t-f-o^y 


o« 


4 g/1 


irt^y 


10 0 


fl B/1 


I yBt 


100 






2 










pH 7 


. 0 





(4) <$Mi|t5-123 178 

* CO 0 2 4] c<omim i\z. ifefc^ufcx;pfc;:^r 

•<^jHf3— ^ ATCC2 1 43 3©P-^D5/^— 
•treft^Wm^^tD^&^UT. pH7. StbSO 

(0 0 2 5] /i -1?^P3/±-tfflH%^:t««c&^»« 
*^;5tm t f:: J: 0« snrclSStf CO L - 7 x-n^r 

3ic*tie*3W6n&. 

[0 0 26] 
[«3] 









WO 


mm 


L-f-Pt^y (g/l> 


I 5. 3 
0.2 5 


1 5. 8 
0 




L-^^i/wr^sv (g) 


0. 20 
0. 1 9 


9.6 2 
0 



(sDint.ci.* mmm r?Mm»n pi e^R^i^ffm 

(Cl 2 P 13/22 

C12R 1:185) 

(C12P ia/22 

C12R 1:37) 

(C12P 13/22 

C 1 2 R 1:20) 

(C 1 2 P ia/22 

C12R 1:05) 
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